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論文内容要旨
 脳のある神経細胞は虚血に対して非常に脆弱で短時間の虚血によって脱落することが知られて
 いる。特に海馬CA1領域の神経細胞は虚血に対して脆弱で砂ネズミを用いた実験では3分間の
 脳虚血で脱落すると報告されている。最近,砂ネズミに非致死的脳虚血を負荷することにより,
 致死的な虚血により誘発されるCA1神経細胞障害が防止され,虚血耐性が獲得されると報告さ
 れている。同様の現象が加熱負荷後の虚血時にも観察され,虚血耐性獲得とHeatshockpro-
 teins(HSPs),特にHSP70産生のあいだに密接な関係があることが示唆されている。HSPsは
 有害なストレス,例えば,加熱,虚血,外傷,けいれん,物理的刺激,あるいは,ある種の化学
 物質により細胞中に増加することはすでに知られている。しかし,虚血ストレス前処置による保
 護効果の発現のメカニズム,特にHSP70との関係は十分に分かっていない。また,ラットを用
 いた前脳虚血モデルでは虚血耐性が獲得できることは報告されていない。そこで,ラット脳にお
 いて非致死的な短時闇の脳虚血を前処置することにより,虚血に対する耐性を獲得できるか否か,
 および,虚血耐性の獲得におけるHSP70の役割について検討した。
髪実験方法璽
 実験1:体重260-300gの雄性Wistarratを用い,Pulsinelliらの4血管閉塞法で前脳虚血を作
 製した。両側の椎骨動脈をpentobarbital麻酔下に電気凝固し,翌日,ハロセン麻酔下に両側の
 総頸動脈を動脈瘤クリップを用いて3分間閉塞した。さらにその3日後に再度総頸動脈を6分間,
 8分間,および,10分間閉塞した。2回目の虚血から7日後に脳を灌流固定し,ヘマトキシリン・
 エオシン染色,および,クレシルバイオレット染色を行ない,海馬CA1領域の神経細胞密度を
 測定した。虚血時および虚血後の直腸温は約37℃に維持した。虚血負荷時には脳波活動の停止を
 確認し,脳波が平坦化しない動物は実験より除いた。統計学的分析はKrUskaLWallistestを行っ
 た後,Williams-Wjlcoxonrani{sumtes七およびMann-WhiしneyU-testを行った。
 実験2:体重260-300gの雄性Wistarratを用い.Pulsine11iらの4血管閉塞法で前脳虚血を作
 製した。3分間前脳虚血の3日後に6分間虚血を負荷するモデルを用い,3分間,および,6分
 間虚血の2時間,1日,3日,7日後に脳を0.02MPBSで溶解した4%パラホルムアルデヒド
 で灌流固定した。後固定後,30%sucroseに浸潤し,20μmの凍結切片をクレシールエヒト紫と
 ヘマトキシリン・エオシンで染色し,顕微鏡下に海馬CA1領域の神経細胞障害の程度を0一正
 常,1=少数(20%以下),2=多数(20-60%),3一大量(60%以上)に分類した。また,免
 疫組織化学的にVassらの方法に準じてHSP70に対するマウス・モノクローナル抗体と
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 VectastaineliteABCkitを用いて染色した。海馬の神経細胞のHSP70の誘導の強さを0=
 backgroundlevel,1=少数(20%以下),2=多数(20-60%),3=大量(60%以上)に分類
 した。統計学的分析はKruska1-Wallistestを行った後,Williams-Wilcoxonranksumtest,
 およびWilcoxon.testを行った。
 ζ実験結果薗
 実験1:3分間虚血では脳は障害されず,3分間虚血は非致死的な脳虚血であった。6,8,お
 よび10分間虚血では虚血時間の長さに比例して海馬CA1神経細胞は高度に脱落した。しかし,
 3分間虚血を前処置した動物では6,および,8分間虚血後のCA1神経細胞数は有意に多く残
 存した。10分間虚血では有意な保護効果は見られなかった。
 実験2:偽手術+6分間虚血の2時間,1日後には神経細胞障害は見られなかったが,3日およ
 び7日後にはCA1神経細胞は高度に障害された。一方,3分虚血を前処置した群では,6分間
 虚血の3日,7日後にはCA1神経細胞障害は認められなかった。3分間虚血の1,3,および
 7日後,あるいは,3分間+6分間虚血の2時間,1日,3日,および,7日後では海馬CA1
 領域にHSP70が強く染色された。偽手術+6分間虚血のi日,および,3日後にもHSP70が染
 色されたが,2時間後,および,7日後にはHSP70は染色されなかった。
 以上より,非致死的脳虚血の前処置によってラット脳は虚血耐性を獲得することを証明した。
 虚血耐性の獲得にはHSP70が発現される程度の虚血負荷が必要である。しかし,虚血後遅れて
 HSP70が合成されても脳保護作用は発揮されず,虚血中,および,虚血直後の早期にHSP70が
 発現されていることが虚血耐性の発現に重要であると考えられた。以上の結果は虚血性脳障害の
 メカニズムの解明,および,治療法の開発に有用であると考えられる。今後,HSP70が虚血耐
 性発現に関与している直接的な実験的証拠が求められる。
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 審査結果の要旨
 脳の海馬CA1領域は,虚血に対し脆弱な組織の1つとして知られている。近年,砂ネズミ脳
 でCA1細胞死を引き起こさない程度の短時間虚血の前処置を施すと,その後の虚血負荷に伴う
 神経細胞脱落が予防されることが示された。その背景には幾つかの機序が想定され,その一つに
 HeatShockproteins(HSPs),とくにHSP-70との関連が示唆されている。
 本研究ではラットの4血管閉塞法による前脳虚血モデルを用いて,3分間の虚血(前処置)が
 その後の虚血負荷(本処置)に対して耐性を生ずるか否か,およびその際のHSP-70の誘導状態
 を研究した。この問題は神経細胞死または神経細胞保護の機序に関する基礎的な問題ばかりでな
 く,一過性脳虚血発作とその後に起こりうる脳梗塞との関係など,脳卒中の臨床上,重要な問題
 を含んだテーマである。
 まず,前処置群と擬処置群に対し,3日後に6,8,10分間の本処置を施し,その7日後に
 CA1領域を組織学的に検索した。6,8分虚血では,CA1神経脱落は擬処置群の80-87%に比
 較して前処置群は10-55%以下であり,短時間虚血負荷が虚血耐性を起こすことを確認した。
 さらに3分間前処置と3日後の6分間本処置の実験系で,前処置,本処置の各々2時間,1,
 3,7日後にCA1領域の細胞数およびHSP-70の誘導状態を検討した。擬処置+6分間虚血で
 は本処置後の2時間後と1日後には細胞死は見られず,3日後と7日後には高度の細胞死を認め
 た。HSP-70は,1日後と3日後に強く染つたが,2時間後と7日後では認められなかった。他
 方,前処置群では,前処置後i,3,7日目,および本処置後の2時間,1-7日後のすべてに
 HSP-70の誘導を認めた。
 以上の結果から,著者は,ラット脳においては,1)3分間虚血の前処置に伴うHSP-70の発
 現は虚血耐性の獲得となんらかの関係を有する,2)虚血負荷後,遅れて発現されたHSP-70脳
 保護作用にはつながらない,3)虚血耐性の獲得には,虚血中または虚血後早期におけるHSP-
 70の存在が必要である,などの可能性を述べている。
 本研究は,ラット脳における短時間虚血負荷による虚血耐性獲得とHSP-70の発現との関係を
 初めて検討し,虚血耐性獲得の機序との解明に貴重な知見を加えた点が優れている。さらに本研
 究の結果は,HSP-70と同様に短時間のストレス負荷によって誘導される物質との相互関係につ
 いて幾つかの新たな問題点を提起しており,今後の発展が期待される。
 これらの点から,本論文は学位授与に値するものと評価される。
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